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ABSTRACT
T he  u s e  o f  h e r b i c i d e s  f o r  w e e d  c o n t r o l  h a s  g a i n e d  com­
mon. a c c e p t a n c e .  F i e l d  u s e a g e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h e  d e s i r a ­
b i l i t y  o f  u s i n g  m i x t u r e s  o f  v a r i o u s  m a t e r i a l s ,  u n d e r  c e r t a i n  
c o n d i t i o n s ,  t o  c o n t r o l  m o r e  t h a n  o n e  s p e c i e s  o f  w e e d ,  or  t o  
i n c r e a s e  t h e  c o n t r o l  o f  a  g i v e n  s p e c i e s .
F i e l d  t e s t i n g  o f  h e r b i c i d e s ,  a l t h o u g h  a  n e c e s s a r y  
d e v e l o p m e n t a l  s t e p ,  i s  c o s t l y  o f  t i m e ,  e f f o r t ,  a n d  e q u i p ­
m e n t ;  e v e n  g r e e n h o u s e  t e s t i n g  o f  a  l a r g e  num ber  o f  m a t e ­
r i a l s  i s  l a b o r i o u s  an d  t i m e  c o n s u m i n g ,
A n u m b e r  o f  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  r e p o r t e d  e f f e c t i v e  u s e  
o f  b i o - a s s a y  t e c h n i q u e s  f o r  q u a n t i t a t i v e  a n d  q u a l i t a t i v e  
d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  s i n g l e  c o m p o u n d s  a s  p l a n t  
g r o w t h  r e g u l a t i n g  s u b s t a n c e s ,
A c o m b i n a t i o n  o f  t h e s e  f a c t o r s  l e d  t o  t h e  d e s i g n  o f  
e x p e r i m e n t s  t o  d e t e r m i n e  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  u s i n g  b i o - a s s a y  
t e c h n i q u e s  t o  i m p l e m e n t  t h e  f i n a l  f i e l d  e v a l u a t i o n s  a n d  t o  
a s s e s s  t h e  a c t i v i t y  o f  c o m b i n a t i o n s  o f  t e s t  h e r b i c i d e s  i n  t h  
l a b o r a t o r y .  B e c a u s e  i t  h a d  p r o v e n  t o  b e  a f a s t ,  a c c u r a t e  
m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  a c t i v i t y  o f  i n d i v i d u a l  h e r b i c i d e s ,  
a n  a d a p t i o n  o f  t h e  r o o t  i n h i b i t i o n  b i o - a s s a y  t e s t  u s i n g  r i c e  
a s  t h e  a s s a y  p l a n t  w as  u s e d .
The  f o l l o w i n g  c h e m i c a l s  w e r e  i n c l u d e d  i n  t e s t :  s o d i u m
s a l t  o f  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  (TGA),  t r i e t h a n o l a m i n e  s a l t  o f  
2 , 4 . - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  ( 2 ,4 - - D ) ,  s o d i u m  s a l t  o f  2 , 2 -
d i c h l o r o p r o p i o n i c  a c i d  ( d a l a p o n ) ,  3 - ( o - c h l o r o p h e n y l ) - l , l -  
d i m e t h y l u r e a  ( m o n u r o n ) ,  3 - ( 3 , 4 , - d i c h l o r o p h e n y l ) - 1 , 1 - d i m e t h y l -  
u r e a  ( d i u r o n ) ,  3 - ( p h e n y l ) - 1 , 1 - d i m e t h y l u r e a  ( f e n u r o n ) ,  m a l e i c  
h y d r a z i d e  (TvIH) , a n d  3 - a m i n o - l , 2 , 1 - t r  i a z o l e  ( a m i t r o l ) .
T h e  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  i n  tw o  p h a s e s ,  i n  t h e  f i r s t ,  
a  r e f e r e n c e  c o n c e n t r a t i o n  w as  e s t a b l i s h e d  f o r  e a c h  o f  t h e  
e i g h t  c h e m i c a l s  i n  t e s t .  T h e  s e c o n d  p h a s e  e n t a i l e d  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  25 c o m b i n a t i o n s  o f  t h e s e  
m a t e r i a l s .
R e s u l t s ,  w h i c h  i n v o l v e d  a p p r o x i m a t e l y  1 5 , 0 0 0  i n d i v i d u a l  
l e n g t h  d e t e r m i n a t i o n s  o f  p r i m a r y  r o o t  o f  r i c e  s e e d l i n g s ,  
i n d i c a t e d  t h a t  d a t a  o f  a  h i g h  o r d e r  o f  r e p r o d u c i b i l i t y  was  
o b t a i n a b l e  u n d e r  t h e  t e s t  c o n d i t i o n s  w i t h  a  m i n i m a l  e x p e n d ­
i t u r e  o f  t i m e  a n d  e f f o r t .
D a t a  f r o m  i n d i v i d u a l  t e s t s  a r e  s u m m a r i z e d  t o  i n d i c a t e  
t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  v a r i o u s  c o m b i n a t i o n s .  T h e r e  w e r e  i n ­
d i c a t i o n s ,  a t  l e a s t  w i t h  c e r t a i n  o f  t h e  c o m b i n a t i o n s ,  t h a t  
a n t a g o n i s t i c  a c t i v i t y  w a s  o b t a i n e d .
v i i i
INTRODUCTION
Tile u s e  o f  h e r b i c i d e s  f o r  w eed  c o n t r o l  i n  a g r i ­
c u l t u r e  i s  w i d e s p r e a d  a n d  h a s  g a i n e d  common a c c e p t a n c e .
I n  e a c h  y e a r  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e d  u s e  o f  e s t a b l i s h e d  
m a t e r i a l s  a n d  new c h e m i c a l s  a r e  i n t r o d u c e d .
F i e l d  u s a g e s  o f  h e r b i c i d e s  f o r  v a r i o u s  c o n t r o l  
p r a c t i c e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h e  d e s i r a b i l i t y  o f  u s i n g  m i x t u r e s  
o f  v a r i o u s  m a t e r i a l s ,  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s ,  t o  c o n t r o l  
m ore  t h a n  o n e  s p e c i e s  o f  w e e d  o r  t o  i n c r e a s e  t h e  c o n t r o l  o f  
a  g i v e n  s p e c i e s .  F i e l d  t e s t i n g  o f  c o m b i n a t i o n s  o f  h e r b i c i d e s  
i s  c o s t l y  o f  t i m e ,  m a n p o w e r ,  a n d  e q u i p m e n t ;  a n d  e v e n  g r e e n ­
h o u s e  t e s t i n g  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  m a t e r i a l s  o r  c o m b i n a t i o n s  
o f  m a t e r i a l s  i s  l a b o r i o u s  a n d  t i m e  c o n s u m i n g .
B i o l o g i c a l  a s s a y  h a s  p r o v e n  t o  b e  a  p r a c t i c a l  t o o l  f o r  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y ,  b o t h  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n ­
t i t a t i v e ,  o f  a  n u m b e r  o f  c o m p o u n d s .  T h e s e  d e t e r m i n a t i o n s  
h a v e  u t i l i z e d  a  v a r i e t y  o f  t e s t  o r g a n i s m s ,  s u c h  a s  i n s e c t s ,  
m i c r o - o r g a n i s m s ,  a n d  h i g h e r  p l a n t s ,  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  a r e a  
o f  i n v e s t i g a t i o n .
The  e f f e c t i v e  u s e  o f  b i o - a s s a y  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  d e t e r ­
m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  s i n g l e  c o m p o u n d s  a s  p i  -mt g r o w t h  
r e g u l a t i n g  s u b s t a n c e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  by a  n um ber  o f  i n v e s ­
t i g a t o r s  who u s e d  t h e  r e a c t i o n s  o f  v a r i o u s  p l a n t s  o r  p l a n t
1
p a r t s  a s  i n d i c e s  o f  a c t i v i t y .  An e x t e n s i o n  o f . t h e  g e n e r a l  
m e t h o d ,  t o  i n c l u d e  a s s a y s  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  m i x t u r e s  o f  
h e r b i c i d e s ,  w o u l d ,  i f  f e a s i b l e ,  b e  o f  v a l u e  i n  g i v i n g  a n  
e a r l y ,  e a s i l y  o b t a i n a b l e ,  a n d  i n e x p e n s i v e  i n d i c a t i o n  o f  
f i e l d  a c t i v i t y  o f  t h e s e  m i x t u r e s .  I t  was  t o w a r d  t h i s  e n d  
t h a t  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w as  i n i t i a t e d .
A s e n s i t i v e  p l a n t  w as  n e e d e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  a c t i v ­
i t y ,  p r e f e r a b l y  on e  w h i c h  w as  common a n d  e a s i l y  o b t a i n a b l e  
a n d  w h i c h  w o u l d  b e  e a s i l y  h a n d l e d  i n  t e s t ;  a l s o ,  a  t e c h n i q u e  
w h i c h  w o u l d  y i e l d  t h e  d e s i r e d  d a t a  w i t h  a  minimum, o f  t i m e ,  
e x p e n s e ,  a n d  e q u i p m e n t  was  s o u g h t .
Brown (13> 14 )  a n d  H o l d e m a n  (2 3 )  r e p o r t e d  t h e  u s e  o f  
r i c e  ( O ry z a  s a t i v a  L . )  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n
o f  t h e  a c t i v i t y  o f  s e v e r a l  h e r b i c i d e s .  T h e i r  m e t h o d  h a d
t h e  a d v a n t a g e  o f  s p e e d  a n d  s i m p l i c i t y ,  w h i c h  was  l a c k i n g  
i n  s e v e r a l  o t h e r  r e l a t e d  p l a n t  b i o - a s s a y s ;  a l s o ,  a p r e d i c t ­
a b l e  p a r a l l e l  was  f o u n d  t o  e x i s t  b e t w e e n  b i o - a s s a y  a c t i v i t y  
a n d  t h e  e f f e c t i v e  f i e l d  t r e a t m e n t  r a t e  f o r  a  g i v e n  m a t e r i a l .
The  i n v e s t i g a t i o n s  h e r e  r e p o r t e d  w e r e  c o n d u c t e d  e s s e n ­
t i a l l y  a s  o u t l i n e d  by  Brown ( 1 4 )  a n d  H o ld e m a n  ( 2 3 ) ,  a n d  
w e r e  d i v i d e d  i n t o  two p h a s e s .  T h e  f i r s t  p h a s e  c o n s i s t e d  o f  
i n d i v i d u a l  s c r e e n i n g s  o f  e a c h  o f  e i g h t  c h e m i c a l s  t o  d e t e r m i n e  
t h e  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i c h  w o u l d  r e s u l t  i n  a  50 p e r  c e n t  r e d u c ­
t i o n  i n  e l o n g a t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  r o o t  o f  r i c e  s e e d l i n g s  
g ro w n  u n d e r  t e s t  c o n d i t i o n s .  The s e c o n d  p h a s e  e n t a i l e d  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  '2'5 m i x t u r e s  o f  c h e m i c a l s  a t
3t h e  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m . p h a s e  I  o n  t h e  g e r m i n a t i o n  o f  r i c e  
g r a i n s  a n a  t h e  e l o n g a t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  r o o t .
REVIEW OF LITERATURE
U p o n  c o n s i d e r a t i o n  o f  t l i e  p h y s i o l o g i c a l  b a s e s  f o r  t h e  
v a r i o u s  p l a n t  b i o - a s s a y s  o f  p l a n t  g r o w t h  r e g u l a t i n g  s u b ­
s t a n c e s ,  t h e  a s s a y s  a r e  f o u n d  t o  f a l l ,  g e n e r a l l y ,  i n t o  t h r e e  
m a j o r  a n d  s e v e r a l  m i n o r  g r o u p i n g s .
T h e  f i r s t  m a j o r  g r o u p  f i n d s  i t s  - w id e s t  u s e  i n  t h e  a s s a y  
o f  a u x i n  a c t i v i t y  a n d  i n v o l v e s  t h e  b e n d i n g  r e s p o n s e  o r  c u r v a ­
t u r e  o f  e n t i r e ,  e x c i s e d ,  or  d e c a p i t a t e d  p l a n t  p a r t s  f o l l o w i n g  
t h e i r  e x p o s u r e  t o  a u x i n 3 .  T y p i c a l  o f  t h i s  g r o u p  a r e  t h e  
A v e n a  c o l e o p t i l e  t e s t  a n d  t h e  s p l i t  p e a  t e s t ,  b o t h  d e v e l o p e d  
by  V/ent.
T e s t s  i n  t h e  n e x t  g r o u p  u t i l i z e  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  
s t r a i g h t  g r o w t h  a s  a  c r i t e r i o n  o f  a c t i v i t y  o f  p l a n t  g r o w t h  
r e g u l a t o r s .  The  A v e n a  s t r a i g h t - g r o w t h  t e s t ,  t h e  p e a  
s t r a i g h t - g r o w t h  t e s t ,  an d  t h e  p e a  r o o t  t e s t  a r e  r e p r e s e n t ­
a t i v e  o f  t h i s  c a t e g o r y .
T he  t h i r d  m a j o r  g r o u p  i n c l u d e s  a  num ber  o f  t e s t s  u s i n g  
t h e  i n h i b i t i o n  o f  r o o t  g r o w t h  a s  t h e  a s s a y  m e t h o d ,  m o s t  o f  
t h e m  p a t t e r n e d  a f t e r  t h e  t e s t  o f  t h i s  t y p e  d e v e l o p e d  by 
S w a n s o n .
O t h e r  t e s t s ,  m o s t l y  o f  l o c a l  u s a g e ,  a r e  l e a f  r e p r e s ­
s i o n  t e s t s ,  t e s t s  u s i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  p a r t h e n o c a r p i c  
f r u i t ,  a n d  t e s t s  i n  w h i c h  e p i n a s t i c  r e s p o n s e  o r  r o o t  d e v e l ­
op m en t  a r e  u s e d  a s  c r i t e r i a  o f  a c t i v i t y .
The  w o r k  o f  M a c h t  a n d  L i v i n g s t o n  ( 3 0 )  u s i n g  t h e  r o o t
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g r o w t h  o f  l u p i n e  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  c o c a i n e  
a n t e d a t e d  t h e  w o r k  o f  V/ent b y  s e v e r a l  y e a r s ,  V /e n t1 s  A v e n a  
c o l e o p t i l e  t e s t ,  h o w e v e r ,  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  p r o t o t y p e  
o f  t h e  v a r i o u s  q u a n t i t a t i v e  b i o - a s s a y s  f o r  a c t i v i t y  o f  
p l a n t  g r o w t h  r e g u l a t o r s  i n  u s e  a t  p r e s e n t .
S e v e r a l  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  i m p o r t a n t  t o  t h e  
s u c c e s s f u l  e x e c u t i o n  o f  t h e  t e s t .  P a r a m o u n t  am ong  t h e s e  
a r e  t e m p e r a t u r e  a n d  h u m i d i t y  c o n t r o l ,  a n d  t h e  u s e  o f  r e d  
l i g h t  d u r i n g  t h e  t e s t .
B o n n e r  i n  1 9 3 3  ( 1 0 )  d e s c r i b e d  t h e  u s e  o f  o a t  c o l e o p t i l e  
c y l i n d e r s  i n  a  s t r a i g h t - g r o w t h  t e s t  f o r  t h e  a c t i v i t y  o f  
p l a n t  g r o w t h  r e g u l a t i n g  s u b s t a n c e s  i n  w h i c h  i n c r e a s e  i n  
l e n g t h  i s  f o u n d  t o  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l o g a r i t h m  
o f  t h e  t e s t  c o n c e n t r a t i o n .  S e n s i t i v i t y  t o  v a r i a t i o n s  i n  t h e  
e n v i r o n m e n t  a r e  n o t  a s  a c u t e  i n  t h i s  t e s t  a s  i n  t h e  A v e n a  
c o l e o p t i l e  t e s t .  S i n c e  t h e  p l a n t  m a t e r i a l  i s  t e s t e d  i n  
s o l u t i o n s ,  h u m i d i t y  c o n t r o l  i s  n o t  n e e d e d ,  t e m p e r a t u r e  s e n ­
s i t i v i t y  i s  m u c h  l o w e r ,  a n d  n o  a n g u l a r  m e a s u r e m e n t s  a r e  
m a d e .  T h e  t e s t  i s  q u a n t i t a t i v e l y  m uch  l e s s  s e n s i t i v e  t o  
l o w  a u x i n  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e s ,  r e q u i r e s  r e l a t i v e l y  l a r g e  
a m o u n t s  o f  a u x i n  s o l u t i o n ,  a n d ,  f o r  b e s t  r e s u l t s ,  a d e q u a t e  
a e r a t i o n  i s  r e q u i r e d ;  a l s o ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  h a v e  c o n t r o l  
s e r i e s  r u n  i n  w a t e r  f o r  c o m p a r i s o n  ( 6 ,  2 7 ) .
A n o t h e r  w i d e l y  u s e d  t e s t  w h i c h  a l s o  r e q u i r e s  d e l i c a t e  
a n d  e x a c t i n g  h a n d w o r k  i n  i t s  p r e p a r a t i o n  i s  W e n t ’ s  s p l i t  p e a  
t e s t .  I t  i s  s i m i l a r  t o  t h e  A v e n a  c o l e o p t i l e  t e s t  i n  t h a t
t l i e  c u r v a t u r e  ox t h e  two s e c t i o n s  o f  a  y o u n g  p e a  s t e m  w h i c h  
h a s  b e e n  s p l i t  p a r t  way i s  u s e d  a s  t h e  i n d e x  o f  a c t i v i t y  o f  
t h e  g r o w t h  r e g u l a t i n g  s u b s t a n c e  ( 4 1 ,  4 4 ,  4 5 ) .
I n  t h i s  t e s t ,  a l s o ,  s e n s i t i v i t y  t o  v a r i a t i o n s  i n  t h e  
e n v i r o n m e n t  a r e  n o t  a s  a c u t e  a s  i n  t h e  A v en a  c o l e o p t i l e  
t e s t ;  t h e  p l a n t  m a t e r i a l  i s  t e s t e d  i n  s o l u t i o n s  a n d  h u m i d i t y  
c o n t r o l  i s  n o t  n e c e s s a r y ,  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v i t y  i s  much 
l o w e r ,  a n d  s m a l l  a m o u n t s  o f  w h i t e  l i g h t  do n o t  b i a s  t h e  
r e s u l t s  ( 2 7 ) .  H o w e v e r ,  t r a c e s  o f  h e a v y  m e t a l s  i n  w a t e r  u s e d  
f o r  p r e p a r i n g  t e s t  s o l u t i o n s  may p r e j u d i c e  r e s u l t s ,  a s  c a n  
low c o n c e n t r a t i o n s  o f  e t h y l e n e  i n  t h e  t e s t  a r e a .
L a n e  ( 2 5 ) ,  i n  1 9 3 6 ,  r e p o r t e d  t h e  u s e  o f  h u s k e d  o a t  
g r a i n s  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  h o r m o n e s  i n  i n h i b i t i n g  r o o t s .
He u s e d  p r e - g e r m i n a t e d  g r a i n  w h i c h  was  p l a c e d  i n  c o n t a c t  
w i t h  t r e a t e d  f i l t e r  p a p e r  i n  P e t r i  d i s h e s .
T h im a n n  a n d  S c h n e i d e r  ( 3 9 )  d e s c r i b e d  t h e  u s e  o f  p e a  s t e m  
s e c t i o n s  i n  a  s t r a i g h t - g r o w t h  t e s t  s i m i l a r  t o  t h e  A v e n a  
s t r a i g h t - g r o w t h  t e s t  o f  B o n n e r .
K a i s e r  a n d  Albaurn  (2 4 )  a g a i n  u s e d  o a t s  i n  t h e i r  s t u d y  
o f  p l a n t  g r o w t h  s u b s t a n c e s  i n  r e l a t i o n  t o  r o o t  a n d  s h o o t  
g r o w t h .  F o r  t h e i r  i n v e s t i g a t i o n s ,  t h e y  u s e d  f i l t e r  p a p e r  
l i n e r s  i n  b e a k e r s  i n  w h i c h  p r e - g e r m i n a t e d  g r a i n s  w e r e  p l a c e d  
a n d  t r e a t e d .  They  c o v e r e d  t h e  b e a k e r s  w i t h  P e t r i  d i s h  h a l v e s  
t o  r e d u c e  e v a p o r a t i o n ,  a n d  p l a c e d  t h e  p l a n t s  i n  t h e  d a r k  f o r  
t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  t e s t  p e r i o d .
I n  1 9 3 9 ,  B o n n e r ,  H a g e n - S m i t ,  a n d  Went ( 9 )  r e p o r t e d  t h e
u s e  o f  l e a f  d i s k  c u l t u r e s  f o r  t h e  b i o - a s s a y  o f  l e a f  g r o w t h  
f a c t o r s .
A s o m e w h a t  s i m i l a r  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  b y  G o rh a m  ( 2 0 )  
who u s e d  t h e  f r o n d s  o f  Lenina r a t h e r  t h a n  l e a f  d i s k s  a n d  
m e a s u r e d  t h e  i n c r e a s e  i n  f r o n d  a r e a  b y  t h e  u s e  o f  e n l a r g e d  
p h o t o g r a p h s  a n d  a  p l a n i m e t e r  t o  o b t a i n  a n  i n d e x  o f  a c t i v i t y
L u c k w i l l  ( 2 8 )  u s e d  d e l a y  o r  r e d u c t i o n  i n  a b s c i s s i o n  i n  
C o l e u s  b l u m l i  a n d  b e a n  r o o t i n g  a s  i n d i c a t o r s  o f  a u x i n  a c t i v  
i t y  i n  h i s  s t u d i e s  o f  a u x i n s  a n d  g r o w t h  i n h i b i t o r s .
A s i m p l e  t e c h n i q u e  u s i n g  c o r n  s e e d l i n g s  f o r  t h e  d e t e r ­
m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 , 4 - D  i n  
a q u e o u s  s o l u t i o n  a s  r e p o r t e d  by  S w a n s o n  ( 3 8 )  w as  u s e d  b y  
T h o m p s o n ,  S w a n s o n ,  a n d  D orm an  ( 4 0 )  a s  o n e  m e t h o d  f o r  s c r e e n  
i n g  a  n u m b e r  o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s  f o r  g r o w t h  i n h i b i t i n g  
a c t i v i t y  a t  Camp D e t r i c k  d u r i n g  W o r l d  War I I .  A l t h o u g h  
t h i s  m e t h o d  i s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  b y  L a n e ,  i t  
i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  f i r s t  q u a n t i t a t i v e  r o o t  i n h i b i t i o n  
t e s t  ( 2 7 ) «
W h i l e  t h i s  t e c h n i q u e  r e q u i r e s  a  s h o r t  p e r i o d  o f  t i m e  
f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a c t i v i t y  o f  t h e  t e s t  c h e m i c a l s ,  
a n d  r e q u i r e s  r e l a t i v e l y  s m a l l  a m o u n t s  o f  i n e x p e n s i v e  e q u i p ­
m e n t ,  i t  d o e s  r e q u i r e  t h e  m u l t i p l e  h a n d l i n g  a n d  m e a s u r e m e n t  
o f  t h e  t e n d e r  y o u n g  r o o t s  s h o r t l y  a f t e r  g e r m i n a t i o n .
T h o m p s o n ,  S w a n s o n ,  a n d  D o rm a n  ( 4 0 )  a l s o  r e p o r t e d  t h e  
u s e  o f  a  m e t h o d  o f  c o m p a r i n g  g r o w t h  r e g u l a t o r  a c t i v i t y  b y  
t h e  u s e  o f  t h e  l e a f  r e p r e s s i o n  e f f e c t  o f  t h e  t e s t  m a t e r i a l ,
t h i s  m e t h o d  h a s  b e e n  r e f i n e d  a n d  u s e d  by  o t h e r  w o r k e r s  a s  a  
q u a n t i t a t i v e  t e s t .
T h e  a d v e n t  o f  2 , 4 - D  an d  r e l a t e d  c o m p o u n d s ,  'w i t h  t h e  
i m p l i c a t i o n  o f  t h e i r  w i d e s p r e a d  u s e  a s  h e r b i c i d e s  i n  a g r i ­
c u l t u r e  a n d  o t h e r  f i e l d s ,  l e d  t o  a g r e a t l y  e x p a n d e d  r e s e a r c h  
e f f o r t  t o w a r d  d e t e r m i n i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  v a r i o u s  m a t e r i a l s  
a s  p l a n t  g r o w t h  r e g u l a t o r s .  V ih i le  c h e m i c a l  a n a l y s e s  w e r e  
s u f f i c i e n t  f o r  c e r t a i n  q u a l i t i a t i v e  an d  q u a n t i t a t i v e  d e t e r ­
m i n a t i o n s  o f  h e r b i c i d a l  a c t i v i t y ,  b i o - a s s a y  w a s ,  i n  many 
i n s t a n c e s ,  s i m p l e r  a n d  m o re  a c c u r a t e .  The s e a r c h  f o r  m ore  
s e n s i t i v e  t e s t  p l a n t s  a n d  s i m p l e r . t e c h n i q u e s  w i t h  w h i c h  t o  
i m p l e m e n t  b i o - a s s a y s  w as  c o n t i n u e d .
R e a d y  an d  G r a n t  ( 3 4 ) ,  i n  1 9 4 7 ,  u s e d  a m e t h o d ■s i m i l a r  
t o  t h a t  o f  S w a n s o n ,  a n d  a f t e r  h a v i n g  t e s t e d  r e p r e s e n t a t i v e s  
o f  t h e  f a m i l i e s  L e g u m i n o s e a e , G o m p o s i t e a e ,  G r a m i n e a e ,  C u c u r -  
b i t a c e a e ,  L i l i a c e a e ,  K a l v a c e a e ,  a n d  P o l y g o n a c e a e  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  s e e d  o f  t h e  common c u c u m b e r  C u c u m is  s a t l v u s  was 
t h e  m o s t  s u i t a b l e  f o r  t h e i r  s t u d i e s  on  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a q u e o u s  s o l u t i o n s  o f  2 , 4 - D .
A udus  a n d  q u a s t e l  (7 )  g r e w  c r e s s  s e e d  on  g l a s s  w o o l  
p l u g s  i m m e r s e d  i n  c u l t u r e  s o l u t i o n  i n  t e s t  t u b e s .  The 
r e l a t i v e  w e i g h t s  o f  e x c i s e d  r o o t s  w e r e  t a k e n  a s  t h e  i n d e x  o f  
a c t i v i t y  o f  t h e  t e s t  s o l u t i o n s  i n  t h e s e  s t u d i e s .
R i c e  (3 5 )  u s e d  a  r e f i n e d  l e a f  r e p r e s s i o n  t e s t  t o  
d e t e r m i n e  t h e  a b s o r p t i o n  a n d  t r a n s l o c a t i o n  o f  2 , 4 - D  i n  '1948.
A l s o  i n  1 9 4 8 ,  Ivioevms ( 3 1 )  u s e d  c r e s s  s e e d  i n  a  t e s t  
s i m i l a r  t o  t h a t  o f  r e a d y  a n d  G - r a n t , B a r t o n  a n d  o o l t  ( 8 )  
r e p o r t e d  t h e  u s e  o f  p r e - g e m a n a t e d  r i c e  k e r n e l s  w h o s e  r o o t s  
w e r e  p u s h e d  t h r o u g h  h o l e s  i n  x > a r a f f i n e d  c h e e s e c l o t h  w h i c h  
w a s  f l o a t e d  on  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  t e s t  s o l u t i o n s ,  A s i m i l a r  
t e c h n i q u e  w a s  u s e d  b y  P r i l l ,  B a r t o n ,  a n d  S o l t  ( 3 3 )  t o  t e s t  
t h e  e f f e c t s  o f  o r g a n i c  a c i d s  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n .
The  s e t  o f  p a r t h e n o c a r p i c  f r u i t  i n  t o m a t o  w as  u s e d  a s  
a n  a s s a y  o f  a u x i n  a c t i v i t y  by L u c k w i l l  ( 2 8 )  who r e p o r t e d  
t h a t  t h e  g r o w t h  o f  t h e  o v a r y  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l o g a ­
r i t h m  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  g r o w t h  r e g u l a t o r  w hen  t h e  
o v a r y  d i a m e t e r s  a r e  m e a s u r e d  s i x  d a y s  a f t e r  t r e a t m e n t .
I n  s t u d i e s  on  t h e  p h y t o s t a t i c  a c t i v i t y  o f  g r o w t h  r e g u ­
l a t i n g  s u b s t a n c e s  A u d u s  ( 3 )  u s e d  c r e s s  s e e d l i n g s  g ro w n  o n  
t r e a t e d  w a t e r  c u l t u r e  m e d i a  i n  b e a k e r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
T h e  s e e d s  w e r e  s u p p o r t e d  on  t h e  s u r f a c e  b y  p r e f o r a t e d  d i s k s  
w h i c h  a l l o w e d  t h e  r o o t s  t o  g ro w  i n  t h e  t r e a t e d  m e d i a .
B ro w n  ( 1 3 ,  1 4 )  a n d  H o ld e m a n  ( 2 3 )  t e s t e d  t h e  s e e d  o f  a 
n u m b e r  o f  - s l a n t s  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  u s e f u l n e s s  i n  b i o - a s s a y  
f o r  v a r i o u s  h e r b i c i d e s .  T h e y  u s e d  u n g e r m i n a t e d  s e e d s  
p l a c e d  o n  f i l t e r  p a p e r  i n  P e t r i  d i s h e s  a n d  p i p e t t e d  a n  
a l i q u o t  o f  t e s t  s o l u t i o n  i n t o  t h e  d i s h e s  p r i o r  t o  t h e i r  
b e i n g  p l a c e d  i n  t h e  d a r k  f o r  t h e  s e e d s  t o  g e r m i n a t e  a n d  g r o w .  
I n h i b i t i o n  o f  r o o t  g r o w t h  w a s - u s e d  a s  t h e  c r i t e r i o n  o f  
a c t i v i t y .  T h e y  f o u n d  r i c e  t o  b e  t h e  m o s t  s e n s i t i v e  o f  t h e
p l a n t s  t h e y  h a d  i n  t e s t .  T h i s  m e t h o d  i s  r e l a t i v e l y  f a s t ,  
q u a n t i t a t i v e l y  a c c u r a t e  a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t e s t  m a t e ­
r i a l s ,  a n d  r e q u i r e s  n o  e x p e n s i v e  s p e c i a l  e q u i p m e n t .  T h e  
m e t h o d  h a s  t h e  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  s i n g l e  h a n d l i n g  o f  
t h e  t e n d e r  r o o t s ,  a n d  t h a t  o n l y  a t  t h e  t i m e  o f  m e a s u r e m e n t .
A b e r g  (1 )  u s e d  f l a x  a s  a  t e s t  p l a n t .  A f t e r  g r o w i n g  p r e ­
g e r m i n a t e d  s e e d l i n g s  on t r e a t e d  f i l t e r  p a p e r  i n  P e t r i  d i s h e s  
t i l t e d  a t  6 0 °  f r o m  t h e  h o r i z o n t a l ,  h e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  r o o t s  
t e n d e d  t o  c u r v e  aw ay  f r o m  t h e  f i l t e r  p a p e r  u n d e r  t h e s e  c o n ­
d i t i o n s  a n d  t h a t  c o n s i s t e n t  r e s u l t s  w e r e  n o t  o b t a i n e d .  S u b ­
s e q u e n t l y  h e  u s e d  s e e d l i n g s  o f  known l e n g t h  f l o a t e d  on 
p e r f o r a t e d ,  p a r a f f i n e d  c o r k  d i s k s  w i t h  t h e  r o o t s  i m m e r s e d  
i n  t h e  t e s t  s o l u t i o n .  T h e  s e e d l i n g s  r e m a i n e d  i n  t h e  t r e a t e d  
w a t e r  f o r  1 7  h o u r s  a n d  t h e  r o o t s  w e r e  r e m e a s u r e d .  The  d i f ­
f e r e n c e s  i n  a v e r a g e  r o o t  l e n g t h  a t  t h e  s e c o n d  m e a s u r i n g  w e r e  
u s e d  a s  t h e  c r i t e r i o n  o f  a c t i v i t y  o f  t h e  g r o w t h  r e g u l a t i n g  
s u b s t a n c e  u n d e r  t e s t .
A r b i t r a r y  r a t i n g s  o f  t h e  e p i n a s t i c  r e s p o n s e  o f  t r e a t e d  
t o m a t o  p l a n t s  a r e  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r ­
e n c e s  i n  a c t i v i t y  o f  g r o w t h  r e g u l a t o r s  i n  a  t e s t  r e p o r t e d  
by  H i t c h c o c k  a n d  Zimmerman ( 2 2 ) .
A s t r a i g h t - g r o w t h  t e s t  u t i l i z i n g  p e a  r o o t s  was  r e p o r t e d  
b y  L e o p o l d  ( 2 7 )  a s  b e i n g  m o re  s e n s i t i v e  t h a n  c o m p a r a b l e  
t e s t s -  u t i l i z i n g  o a t  o r  p e a  s t e m  s e c t i o n s  f o r  t h e  d e t e r m i n a ­
t i o n  o f  a u x i n  a c t i v i t y  .
I n  a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  A u d u s  ( 3 ) > G a r r a r d  ( 1 9 )
u s e d  f i l t e r  p a p e r  c o n e s  a s  l i n e r s  on  t h e  s i d e s  o f  b e a k e r s ,  
t h e  s e e d  w e r e  g e r m i n a t e d  b e t w e e n  t h e  p a p e r  a n d  t h e  i n n e r  
w a l l  o f  t h e  b e a k e r .  T h i s  m e t h o d  o f  t r e a t m e n t  a s s u r e d  g o o d  
c o n t a c t  w i t h  t h e  t r e a t m e n t  s u r f a c e ,  y e t  t h e  r o o t s  w e r e  a b l e  
t o  d e v e l o p  n o r m a l l y .
L u c k w i l l  ( 2 9 )  u s e d  t h e  d e l a y  o r  r e d u c t i o n  o f  a b s c i s s i o n  
i n  C o l e u s  b l u m l i  a s  a n  i n d e x  o f  g r o w t h  r e g u l a t o r  a c t i v i t y  i n  
o n e  s e r i e s  o f  t e s t s  a n d  b e a n  r o o t i n g  a s  t h e  i n d e x  i n  a n o t h e r .
N i t s c h  a n d  N i t s c h  ( 3 6 ) r e v i e w e d  a  num ber  o f  f a c t o r s  
p e r t i n e n t  t o  t h e i T’ u s e  o f  o a t  c o l e o p t i l e  a n d  f i r s t  i n t e r n o d e  
s e c t i o n s  a s  a s s a y s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  an d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  
b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  s u b s t a n c e s .
MATERIALS AND METHD DS
A n u m b e r  o f  p l a n t s  o r  p l a n t  p a r t s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  
a s s a y i n g  t h e  e f f e c t s  o f  m a t e r i a l s  v h i c h  a r e  a c t i v e  a s  p l a n t  
g r o w t h  r e g u l a t i n g  s u b s t a n c e s .  E a c h  m e t h o d  h a d  f e a t u r e s  
w h i c h  r e c o m m e n d e d  i t  t o  t h e  p a r t i c u l a r  i n v e s t i g a t i o n  i n  
w h i c h  i t  was  u s e d .  B e c a u s e  o f  i t s  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  
u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a n d  i t s  a v a i l ­
a b i l i t y ,  r i c e  ( O r y z a  s a t i v a  L . )  v a r i e t y  B l u e  B o n n e t ,  was  
u s e d  a s  t h e  i n d i c a t o r  f o r  r o o t  i n h i b i t i o n  t e s t s  t o  d e t e r ­
m i n e  t h e  a c t i v i t y  o f  m i x t u r e s  o f  e i g h t  h e r b i c i d e s .
T he  i n v e s t i g a t i o n  was  d i v i d e d  i n t o  tw o  p h a s e s .  I n  
t h e  f i r s t  p h a s e ,  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h e  v a r i o u s  t e s t  m a t e r ■ 
i a l s  w e r e  made t o  d e t e r m i n e  a  c o n c e n t r a t i o n  f o r  e a c h  ch em ­
i c a l  w h i c h  w o u l d  r e s u l t  I n  a  50 p e r  c e n t  r e d u c t i o n  i n  
l e n g t h  o f  t h e  p r i m a r y  r o o t  o f  t h e  t r e a t e d  u n i t s  a s  c o m p a r e d  
t o  t h e  e l o n g a t i o n  o f  t h e  r o o t s  o f  u n t r e a t e d  c o n t r o l  p l a n t s .  
A f t e r  t h e  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  f o u n d ,  m i x t u r e s  o f  
t h e  c h e m i c a l s  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  u s e d  a n d  t h e i r  
e f f e c t s  n o t e d .
P h a s e  I  
P r e l i m i n a r y  I n v e s t i g a t i o n s
T h e  i n i t i a l  p h a s e  o f  t h e  s t u d y  w a s  d e v o t e d  t o  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  a  r e f e r e n c e  c o n c e n t r a t i o n  (A) f o r  e a c h  
c h e m i c a l  w h i c h  w o u l d  r e s u l t  i n  a  50 p e r  c e n t  r e d u c t i o n  i n
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l e n g t h  o f  t h e  p r i m a r y  r o o t  when r i c e  c a r y o p s e s  w e r e  g e r m i ­
n a t e d  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  m a t e r i a l  a n d  a l l o w e d  t o  e l o n g a t e  
f o r  96  h o u r s  i n  t h e  d a r k .
S t o c k  s o l u t i o n s  o r  s u s p e n s i o n s  o f  e a c h  c h e m i c a l  w e r e  
m a d e  i n  B a t o n  R o u g e  t a p  w a t e r  a n d  t r e a t m e n t s  w e r e  p r e p a r e d  
f r o m  t h e s e  s t o c k s  b y  s e r i a l  d i l u t i o n  t o  t h e  d e s i r e d  c o n c e n ­
t r a t i o n s .  W i t h  t h e  s l i g h t l y  s o l u b l e  m a t e r i a l s ,  c a r e  w a s  
t a k e n  t o  a s s u r e  t h a t  t h e  m a t e r i a l  w a s  i n  m o t i o n  a t  t h e  t i m e  
t h e  d i l u t i o n  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d .
F o r  e a c h  t e s t  20 u n h u s k e d  r i c e  g r a i n s  w e r e  d i s p e r s e d  
o n  W h a tm an  N o .  1 f i l t e r  p a p e r  d i s k s  w h i c h  h a d  b e e n  p l a c e d  
i n  t h e  b o t t o m  s e c t i o n s  o f  1 0 0  x  15 run. P e t r i  d i s h e s .  F i v e  
m l .  o f  t e s t  m a t e r i a l  w a s  p i p e t t e d  i n t o  e a c h  o f  f o u r  r e p l i ­
c a t e  d i s h e s .  T h e  d i s h e s  w e r e  t h e n  c o v e r e d  a n d  p l a c e d  i n  
c o p p e r  P e t r i  d i s h  c a r r i e r s  o r  p a p e r  s a c k s  a n d  p l a c e d  i n  a n  
i n c u b a t o r  w h e r e  t h e y  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  t h e  d a r k  f o r  96 
h o u r s  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  2 7 » 5- l ° C .
T h e  f o l l o w i n g  w e r e  t h e  c h e m i c a l s  u s e d  i n  t e s t s :  t r i -
e t h a n o l a m i n e  s a l t  o f  2 , 4 - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  ( 2 , 4 - D ) ,  
s o d i u m  s a l t  o f  2 , 2 - d i c h l o r o p r o p i o n i c  a c i d  ( d a l a p o n ) ,  3 - ( £ -  
c h l o r o p h e n y l ) - l , 1 - d i m e t h y l u r e a  ( m o n u r o n ) , 3 - ( 3 , 4 - d i c h l o r o -  
p h e n y l ) - 1 . ^ - d im e  t h y  l u r e  a  ( d i u r  o n )  , 3  -  ( p h e n y l )  - 1 , 1 - d i m e t h y l u r e a  
( f e n u r o n ) ,  m a l e i c  h y d r a z i d e  ( i n i ) ,  s o d i u m  s a l t  o f  t r i c h l o r o ­
a c e t i c  a c i d  (T C A ) ,  a n d  3 - a m i n o - l , 2 , 4 - t r i a z o l e  ( a m i t r o l ) .  
A l t h o u g h  c o m m e r c i a l  m a t e r i a l s  w e r e  u s e d  t h r o u g h o u t ,  c o n c e n ­
t r a t i o n s  a r e  o n  t h e  b a s i s  o f  a c t i v e  i n g r e d i e n t  o r  a c i d  e q u i v ­
a l e n t  i n  p a r t s ” p e r  m i l l i o n  v o l u m e  o r  w e i g h t  a s  a p p r o p r i a t e .
T a b l e  I  l i s t s  t h e  s c r e e n i n g  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i n  P h a s e  I .
U n t r e a t e d  c o n t r o l s  w e r e  i n c l u d e d  i n  e a c h  s c r e e n i n g  
s e r i e s  a n d  a l l  t e s t s  w e r e  r u n  i n  q u a d r u p l i c a t e .
T a b l e  I  C o n c e n t r a t i o n s  o f  C h e m i c a l s  U s e d  i n  P h a s e  I
C o n c e n ­
t r a t i o n
f e n ­
u r o n
. . . .
ME
d i -  
u r  on
mon­
u r o n
a m i ­
t r o l  2 , 4 - D TC.A
d a l -
a n o n
0 . 0 0 1 X X X X 1 X
0 . 0 1 X X X X X
0 . 0 5 X
0 . 1 X X X X  X X
0 . 2 X
0 . 3 X
0 . 4 X
0 . 5 X
1 . 0 X X x X X X X
2 . 5 X
5 . 0 X
1 0 . 0 X X xy X X X X X
2 0 . 0 y X
3 0 . 0 y
4 0 . 0 y
5 0 . 0 X X X X X X X
1 0 0 . 0 X X X X X X X
1 5 0 . 0 X
1 7 5 . 0 X
2 0 0 . 0 X
2 5 0 . 0 X X X X X X X
5 0 0 . 0 X X X X X X X
1 0 0 0 . 0 X X X X X X
2 0 0 0 . 0 X X X X y X
3 0 0 0 . 0 y
4 0 0 0 . 0 y
5 0 0 0 . 0 y
6 0 0 0 . 0 y
^  5 o n e e n t r a t i o n s  i n  ppmw o r  ppmv o f  a c t i v e  i n g r e d i e n t - o r
a c i d  e q u i v a l e n t  a s  a p p r o p r i a t e  
x  P r i m a r y  s e r i e s  
y V a l i d a t i n g  s e r i e s
-At t h e  e n d  o f  t h e  I n c u b a t i o n  p e r i o d ,  t h e  t e n  g r a i n s  
w i t h  t h e  l o n g e s t  r o o t s  w e r e  t a k e n  f r o m  e a c h  d i s h  a n d  t h e  
e l o n g a t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  r o o t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  u s e  
o f  a  m i l l i m e t e r  s c a l e  a n d  m a g n i f i c a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  
tw o  d i a m e t e r s .
M a t h e m a t i c a l  i n t e r p o l a t i o n  w a s  u s e d  t o  e s t a b l i s h  A 
a n d  w h e r e ,  w i t h  c e r t a i n  m a t e r i a l s ,  i . e . ,  d i u r o n  a n d  TCA, 
t h e r e  w a s  a n y  d o u b t  a s  t o  t h e  v a l i d i t y  o f  t h i s  f i g u r e ,  
s e c o n d a r y  t e s t s  w e r e  r u n  t o  v a l i d a t e  t h e  p o i n t  e s t a b l i s h e d  
b y  i n t e r p o l a t i o n .  O t h e r  t h a n  w i t h  t h e s e  two m a t e r i a l s ,  A 
w a s  v a l i d a t e d  o n  t h e  f i r s t  c o m p a r a t i v e  r u n  f o r  e a c h  c h e m i c a l  
i n  t h e  c o m b i n a t i o n  g r o u p s .
P h a s e  I I  
0 omb i n a  t  i  o n s
A f t e r  t h e  r e f e r e n c e  c o n c e n t r a t i o n s  (A) h a d  b e e n  d e t e r ­
m i n e d ,  r i c e  g r a i n s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  c o m b i n a t i o n s  o f  m a t e ­
r i a l s  a t  A.
R i c e  g r a i n s  a n d  P e t r i  d i s h e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  i n  
P h a s e  I .  T e s t  s o l u t i o n s  w e r e  m ade  a t  2A a n d  m i x e d  i m m e d i ­
a t e l y  p r i o r  t o  p i p e t t i n g  i n t o  t h e  P e t r i  d i s h e s  t o  g i v e  a n  
a p p l i c a t i o n  r a t e  o f  A f o r  e a c h  o f  t h e  c o m p o n e n t s .  I n c u b ­
a t i o n  a n d  l e n g t h  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  a s  i n  P h a s e  I .
T h e  f o l l o w i n g  m i x t u r e s  w e r e  u s e d :
TCA + m o n u r o n  TGA + d i u r o n
TCA + f e n u r o n  TCA + d a l a p o n
TCA + a m i t r o l  TCA + MH ■
TCA + 2 , 4 - D  
d a l a p o n  + f e n u r o n  
d a l a p o n  + a m i t r o l  
d a l a p o n  + 2 , 4 - D  
MH + mo n u r  on 
MH + 2 , 4 - D
2 , 4 - D  + m o n u r o n  
a m i t r o l  + f e n u r o n
d a l a p o n  + m o n u r o n  
d a l a p o n  + d i u r o n  
d a l a p o n  + MH 
MH + d i u r o n  
MH + f e n u r o n
2 . 4 - D  + d i u r o n
2 . 4 - D  + f e n u r o n  
a m i t r o l  + m o n u r o n  
a m i t r o l  + 2 , 4 - Da m i t r o l  + d i u r o n
a m i t r o l  + MH
T r e a t e d  c o n t r o l s  a t  A f o r  e a c h  c h e m i c a l  a n d  u n t r e a t e d  
c o n t r o l s  w e r e  i n c l u d e d  i n  e a c h  t e s t  s e r i e s .  E a c h  t e s t  was  
r u n  i n  q u a d r u p l i c a t e  a n d  s e r i e s  w e r e  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s .
RESULTS 
P h a s e  I
P h a s e  I  c o n s i s t e d  o f  t e s t i n g  s e r i a l  d i l a t i o n s  o f  e a c h  
t e s t  c h e m i c a l  t o  d e t e r m i n e  a  c o n c e n t r a t i o n  (A) w h i c h  w o u l d  
r e s u l t  i n  a  r e d u c t i o n  o f  5 0  p e r  c e n t  i n  t h e  e l o n g a t i o n  o f  t h e  
p r i m a r y  r o o t  o f  r i c e  g r a i n s  w h e n  t h e y  w e r e  g e r m i n a t e d  i n  c o n ­
t a c t  w i t h  t h e  a s s a y  m a t e r i a l .  T a b l e  I I  s u m m a r i z e s  t h e  r e ­
s u l t s  o f  s c r e e n i n g  t e s t s  i n v o l v i n g  a p p r o x i m a t e l y  4 , 2 0 0  i n d i ­
v i d u a l  d e t e r m i n a t i o n s  a n d  s h o w s  t h e  A f o r  e a c h  c h e m i c a l .
C h e m i c a l A
..................................
a
2 , 4 - D
H
•
O
ppmv
a m i t r o l 2 0 . 0 ppmw
MH 2 2 . 5 ppmw
d i u r o n 3 0 . 0 ppmw
f e n u r o n 1 6 0 . 0 ppmw
m o n u r o n 2 0 0 . 0 ppmw
d a l a p o n 2 2 0 . 0 ppmw
TCA 3 5 0 0 . 0 ppmw
P h a s e  I I
R e s u l t s  f r o m  P h a s e  I  s c r e e n i n g s  f o r  A w e r e  u s e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  v a r i o u s  m i x t u r e s  o f  m a t e r i a l s .  
F i g u r e  I  s h o w s  t h e  a c t i v i t y  r a n g e s  o f  t h e  v a r i o u s  t e s t  com-
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Figure I Effec t  of Individual Mixtures of Herbicides  _ _  Average Reduction in 
Root L en g th s  for  All T es ts
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b i n a t i o n s .  The a c t i v i t y  o f  e a c h  o f  t h e  v a r i o u s  c o m b i n a t i o n s  
i s  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e s  I I I  t h r o u g h  X X V II .
Table III Summary of TCA - Amitrol Combinations
S e r i e s
b e n g t h  -  mm.
C h e c k TCA A m i t r o l C o m b i n a t i o n
I 3 8 , 0 2 1 . 4  2 0 . 9 6 . 7
I I 4 9 . 0 2 1 . 8  2 2 . 4 6 . 5
I I I 3 5 . 8 1 6 . 9  2 0 . 3 6 . 7
A v e r a g e 4 0 . 9 2 0 . 0  2 0 . 3 6 . 6
P e r  c e n t o f C h e c k 4 8 . 9  4 9 . 6 1 6 . 4
T a b l e  IV Summary o f  TCA -  2 , 4 - D  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mru.
S e r i e s C h e c k TCA 2 , 4 - D C o m b i n a t i o n
I 4 4 . 7 2 0 . 5  2 4 . 1 1 0 . 5
I I 2 .6 .9 1 2 . 5  1 3 . 2 8 . 7
I I I 2 7 . 2 1 3 . 2  1 2 . 9 1 0 . 2
A v e r a g e 3 2 . 9 1 5 . 4  1 6 . 7 9 . 8
P e r  c e n t o f C h e c k 4 6 . 8  5 0 . 8 2 9 . 8
T a b l e  V Summary o f  TCA -  MH Combinr ixt i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C he  c k TCA MH Comb I n a t  i o n
I 4 1 . 5 2 0 . 3  1 9 . 5 6 . 8
I I 3 3 . 4 1 5 . 2  1 7 . 4 1 0 . 2
I I I 3 5 . 8 1 6 . 9  1 8 . 2 8 . 3
A v e r a g e 3 6 . 9 1 7 . 5  1 8 . 4 8 . 4
P e r  c e n t o f C h e c k 4 7 . 4  4 9 . 9 2 2 . 8
Table VI Sujramary of TCA - Moniiron Combine tions
S e r i e s
L e n g t II -  IiUTU
C h e c k TCA m o n u ro n C omb i n a  t  io  n
I AO. 6 1 9 . 9 1 0 . 2 1 . 0
I I 3 3 . 4 1 VJ .1-5.5 0 .  S'
I I I 3 3 . 0 1 6 . 9 10 .3 1 . 0
Avern;;  e 3 6 . 6 f' • J "t ■-)J. e /0
j. ;o x  Ooi. .b  L-j. 04.3 cl: 4 7* * 3 ,.J c '> ->J • J
T a b l e  V I I Summary o f TCA -  D i u r o n  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k TCA D i u r  on C o m b i n a t i o n
I 3 5 . 2 1 7 . 5 1 9 . 4 4 . 2
I I 3 3 . A 1 5 . 2 1 5 . 6 2 . 7
I I I 2 3 . 2 1 1 . 8 1 1 . 9 3 . 3
A v e r a g e 3 0 . 6 1 4 . 8 1 5 . 6 3 . 4
P e r  c e n t  o f C h e c k 4 8 . 4 5 0 . 9 1 1 . 1
T a b l e  V I I I Summary o f TCA -  F e n u r on  Combin a t  i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h eck TCA F e n u r o n C o m b i n a t i o n
I AO. 6 1 9 . 1 2 0 . 4 5 . 6
I I 4 9 . 0 2 1 . 8 2 4 . 7 5 . 0
I I I 3 5 . 8 1 6 . 9 1 7 . 7 3 . 9
A v e r a g e 4 1 . 8 1 9 . 3 2 0 . 9 4 . 8
P e r  c e n t  o f C h e c k 4 6 . 2 5 0 . 0 1 1 . 5
Table IX Summary of TCA - Dalapon Combinations
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k TCA D a l a p o n C o m b i n a t i o n
I 3 5 . 2 1 7 . 5 1 9 . 8 6 . 7
I I 3 3 . 1 2 0 . 9 1 9 . 7 4 * 4
I I I 3 5 . 3 1 6 . 9 1 8 . 1 5 . 5
A v e r a g e 3 6 . 3 1 8 . 4 1 9 . 2 5 . 5
P e r  c e n t o f  C h e c k 5 0 . 7 5 2 . 9 1 5 . 2
T a b l e  X S um m ary  o f D a l a p o n  ■-  A m i t r o l  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k D a l a p o n A m i t r o l C o m b i n a t i o n
I 4 1 . 5 2 1 . 4 2 0 . 4 1 3 . 9
I I 4 9 . 0 2 4 . 2 2 2 . 4 1 4 . 3
I I I 3 5 . 3 1 8 . 1 1 7 . 5 1 5 . 0
A v e r a g e 4 2 . 1 2 1 . 2 2 0 . 1 1 4 . 4
P e r  c e n t o f  C h e c k 5 0 . 3 4 7 . 7 3 4 . 2
T a b l e  X I Summary o f  D a l a p o n -  2 , 4 - D  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  ram.
S e r i e s C h e c k D a l a p o n 2 , 4 - D C o m b i n a t i o n
I 42  .3 2 1 . 4 2 0 . 9 2 1 . 7
I I 2 6 . 9 1 2 . 3 13 . 2 1 7 . 6
I I I 2 7 . 2 1 3 . 1 1 2 . 9 1 7 . 5
A v e r a g e 3 2 . 3 1 5 . 3 1 5 . 6 1 8 . 9
P e r  c e n t o f  C h e c k 4 8 . 9 4 8 . 2 5 3 . 6
Table XII Summary of Dalapon - PH Combinations
 _____________  L e n g t l i  -  mm._____________
S e r i e s ________Gheclc______ D a l a p o n _________Mi C omb i n  a t  i  on
I 3 9 . 0 1 9 . 8 1 9 . 5 1 4 . 0
I I 3 8 . 1 2 0 . 9 1 9 . 4 1 7 . 2
I I I 3 5 . 8 1 8 . 1 1 8 . 2 1 4 . 9
A v e r a g e 3 7 . 6 1 9 . 6 1 9 . 0 1 5 . 4
P e r  c e n t  o f C h e c k 5 2 . 1 5 0 . 5 4 1 . 0
T a b l e  X I I I Summary o f  D a l a p o n -  M o n u ro n C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k D a l a p  on Monuro 11 C o m b i n a t i o n
I 3 9 . 0 1 9 . 8 1 8 . 6 3 . 5
I I 4 9 . 0 2 4 . 2 2 5 . 6 3 . 3
I I I 2 8 . 1 1 4 . 4 1 4 . 1 2 . 8
A v e r a g e 3 8 . 7 1 9 . 5 1 9 . 4 3 . 2
P e r  c e n t  o f C h e c k 5 0 . 4 5 0 . 1 8 . 3
T a b l e  XIV Summary o f  D a l a p o n -  D i u r o n  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k D a l a p o n D i u r o n C o m b i n a t i o n
I 3 9 . 0 1 9 . 8 1 9 . 9 4 . 8
I I 4 9 . 0 2 4 . 2 2 3 . 8 1 3 . 9
I I I 3 5 . 8 1 8 . 1 1 8 . 6 1 3 . 6
A v e r a g e 4 1 * 3 2 0 . 7 2 0 . 6 1 0 . 8
P e r  c e n t  o f C h e c k 5 0 . 1 4 9 . 9 2 6 . 2
Table XV Summary of Dalapon - Fenuron Combinations
L en g th .  -  mm
S e r i e s C h e c k D a l a p o n  F e n u r o n C o m b i n a t  i o n
I AO. 6 2 1 .  A 2 0 . A 8 . 1
1 1 A 9 .0 2A .2 2 A .7 9 . 1
I I I 3 5 . 8 1 8 . 1 1 7 . 7 8 . 8
A v e r a g e 3 9 . 1 2 1 . 2 2 0 . 9 8 . 7
P e r  c e n t  o f C h ec k 5 4 . 2 5 3 . A 2 2 . 2
T a b l e  XVI Summary o f  A m i t r o l  - 2 ,  A-D C omb i n a  t  i o  n s
L eng th . —  mm.
S e r i e s C h eck A m i t r o l 2 ,  A-D C o m b i n a t  i o n
I AA.7 2 0 .  A 2A .1 2 1 . 6
I I 2 6 . 9 1 3 . 8 13 .2 16 .2
I I I 2 7 . 7 1 3 . 9 1 2 . 9 1 A .6
A v e r a g e 3 2 . 9 1 6 . 0 1 6 . 7 1 7 . 5
P e r  c e n t  o f C h e c k A 8 .6 5 0 . 8 5 3 . 2
T a b l e  X VII Summaryr o f  A m i t r o l -  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h -  mm.
S e r i e s C h ec k A m i t r o l MH C o m b i n a t  i o n
I A 3 .2 2 0 .  A 1 9 . 6 2 X .6
I I 3 8 . 1 1 7 . 9 1 9 . A 2 0 . 3
I I I 2 8 . 1 1 A .0 l A . o 1 7 . 8
A v e r a g e 3 6 . 5 1 7 .  A 1 7 . 7 2 0 , 9
P e r  c e n t  o f C h e c k A 7 .7 AS. 5 . 5 7 . 3
Table XVTII Summary of Amitrol - Morturon Combinations
L e n g t h  -  rani.
S e r i e s C h e c k A m i t r o l M o n u ro n C o m b i n a t i o n
I 13 . 2 2 0 . 4 1 8 . 6 2 0 . 0
I I 2 6 . 9 1 3 . 8 1 3 . 5 1 2 . 4
I I I 2 8 . 1 1 4 . 0 1 4 . 1 1 4 . 0
A v e r a g e 3 2 . 7 1 6 . 1 1 5 . 4 1 5 . 5
P e r  c e n t o f C h e c k 4 9 . 2 4 7 . 1 4 7 . 4
T a b l e  XIX Summary o f  A m i t r o l -  D i u r o n  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k A m i t r o l D i u r o n C o m b i n a t i  on
I 4 2 . 8 2 0 . 4 1 9 . 4 2 3 . 5
I I 4 9 . 0 2 2 . 4 23 .8 1 8 . 4
I I I 23 . 2 1 2 . 1 1 1 . 9 1 4 . 2
A v e r a g e 3 8 . 3 1 8 . 3 1 8 . 4 1 8 . 7
P e r  c e n t o f C h e c k 4 7 . 8 4 8 . 0 4 8 . 8
T a b l e  XX Summary o f  A m i t r o l -  F e n u r o n C omb 1n a  t  i o n  s
L e n g t h  -  .mm.
S e r i e s C h e c k A m i t r o l F e n u r o n C omb i n a  1 1 on
I 4 2 . 8 2 0 . 4 2 0 . 4 1 6 . 2
I I 2 6 . 9 1 3 . 8 13 .7 1 1 . 5
I I I 2 8 . 1 1 4 . 0 1 4 . 3 1 1 . 3
A v e r a g e 3 2 . 6 1 6 . 1 1 6 . 1 1 3 . 0
P e r  c e n t o f C h e c k 4 9 . 4 4 9 . 4 3 9 . 9
T a b l e  XXI Sur:: ry o f  2 , 4 - P  - Honuron C omb ina t ions
______  L e n g t h  -  mm.________ _________
S e r i e s ________C h e c k ________ 2 , 4-D_____ M o n u ro n  C o m b i n a t i o n
I 3 8 . 0 2 0 . 9 1 9 . 1 1 6 . 6
I I 2 6 . 9 13 .2 1 3 . 5 1 1 . 4
I I I 2 7 . 2 1 2 . 9 1 4 . 1 1 1 . 3
A v e r a g e 3 0 . 7 1 5 . 7 1 5 . 6 1 3 . 1
P e r  c e n t  o f C h e c k 5 1 . 1 5 0 . 8 4 2 . 7
T a b l e  S H I Summer y o f  2 , 4 - D -  D i u r o n  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k 2 , 4 - D D i u r o n C o m b i n a t i o n
I 2 6 . 2 1 3 . 8 1 3 . 9 8 . 4
I I 2 6 . 9 1 3 . 2 1 4 . 3 8 . 5
I I I 2 7 . 2 1 2 . 9 1 1 . 9 8 . 5
A v e r a g e 2 6 . 8 1 3 . 3 1 3 . 4 8 . 5
P e r  c e n t  o f C h e c k 4 9 . 6 5 0 . 0 3 1 . 7
T a b l e  X X I I I Summary o f  2 , 4 - D -  F e n u r o n C o m b i n a t  i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k 2 , 4 - D F e n u r o n C o m b i n a t  i o n
I 2 6 . 2 1 3 . 8 1 3 . 0 1 0 . 0
I I 2 o . 9 1 3 . 2 1 3 . 7 9 . 4
I I I 2 7 . 2 1 2 . 9 13 .8 1 0 . 5
A v e r a g e 2 6 . 8 1 3 . 3 1 3 . 5 1 0 . 0
P e r  c e n t  o f C h e c k 4 9 . 6 5 0 . 4 3 7 . 3
T a b l e  XXIV Suirara r  y o f  MI-I - Iv 'onuron C o m b i n a t  i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k v T ' ' o n u r o n •Comb i n a 1 i o n
I 4 2 . 8 2 2 . 4 3-9.1 1 4 . 4
I I 3 8 . 1 1 9 . 4 1 6 . 2 1 1 . 9
I I I 28 . 1 1 4 . 0 1 4 . 1 1 3 . 7
A v e r a g e 3 6 . 3 1 8 . 6 16 .5 1 3 . 3
P e r  c e n t  o f C h e c k 5 1 . 2 4 5 . 5 3 6 . 6
T a b l e  XXV Surfiraar y o f  MH - D i u r o n  Comb i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k M i D i u r o n C o m b i n a t i o n
I 42  .8 2 2 . 4 1 9 « 4 1 6 . 1
I I 38 . 1 1 9 . 4 1 6 . 0 9 . 4
I I I 2 3 . 2 1 2 . 2 1 1 . 9 8 . 8
A v e r a g e 3 4 . 7 1 8 . 0 1 5 . 8 1 1 . 4
P e r  c e n t  o f C h e c k 5 1 . 9 4 5 . 5 3 2 . 9
T a b l e  XXVI Summary o f  MH - F e n u r o n  C o m b i n a t i o n s
L e n g t h  -  mm.
S e r i e s C h e c k MH F e n u r o n C o m b i n a t i o n
I 2 6 . 2 1 2 . 5 1 3 . 0 1 1 . 5
I I 2 6 . 9 1 3 . 6 1 3 . 7 1 1 . 9
I I I 2 7 . 2 13 .1 13 . 8 9 . 6
A v e r a g e 2 6 . 8 13 . 1 13 . 8 1 1 . 0
P e r  c e n t  o f C h e c k 4 8 . 9 5 0 . 4 4 1 . 0
Table XXVTI Summary of IvTH - 2,4-D Combinations
____________________ L e n g t h  -  mm,_____________
S e r  i e s _______ C h eck   MB_________2 , 4 - D  C o m b i n a t i o n
I
I I
I I I
2 6 . 2
2 6 . 9
2 7 . 2
2 6 . 3
13.8
1 3 . 2
1 2 . 9
1 3 . 3
4 9 . 6
1 2 . 5  
13'.  6
1 3 . 1
1 3 . 1  
4 8 . 9
1 0 . 7
12.2
11.2
1 1 . 4
4 2 . 5
A v e r a g e  
P e r  c e n t  o f  C h e c k
DISCUSSION
B i o - a s s a y  o f f e r s  t h e  i n v e s t i g a t o r  a  m e t h o d  w h e r e b y  
h e  c a n  move r e p r e s e n t a t i v e s  o f  l a r g e  p o p u l a t i o n s  f r o m  
t h e i r  n a t u r a l  h a b i t a t ,  w h e r e  t h e y  a r e  a c t e d  u p o n  b y  
d i v e r s e  f o r c e s ,  i n t o  t h e  c o n t r o l l e d  c l i m a t e  o f  t h e  l a b ­
o r a t o r y  w h e r e  t h e  e f f e c t s  o f  d i s c r e t e  s u b s t a n c e s  may 
b e  d e t e r m i n e d  w i t h  m o r e  a c c u r a c y  a n d  e a s e ,  a n d  a t  l e s s  
e x p e n s e  t h a n  c o u l d  s i m i l a r  d e t e r m i n a t i o n s  b e  m ade  i n  s i t u .
B i o l o g i c a l  a s s a y  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  i n  
d e t e r m i n i n g  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  i n s e c t i c i d e s  a n d  f u n g i ­
c i d e s  f o r  u s e  i n  c o n t r o l l i n g  c r o p  d e p r e d a t i o n .  T h e  e f f e c t ­
i v e  u s e  o f  t h e s e  t e c h n i q u e s  t o  d e t e r m i n e  q u a n t i t a t i v e l y  
t h e  a c t i v i t y  o f  p l a n t  g r o w t h  r e g u l a t i n g  s u b s t a n c e s  h a d  i t s  
b e g i n n i n g  i n  t h e  w o r k  o f  F .  vl. W e n t ,  w h o ,  i n  d e v e l o p i n g  
h i s  A v e n a  c o l e o p t i l e  t e s t ,  c o n f i r m e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  
e x t r a c t a b l e  s u b s t a n c e  a n d  d e m o n s t r a t e d  an a c c u r a t e  m e t h o d  
f o r  d e t e r m i n i n g  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  t h e  m a t e r i a l  i n  c o n ­
t r o l l e d  l a b o r a t o r y  t e s t s .
S u b s e q u e n t  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  A v e n a  c o l e o p t i l e  
t e s t ,  a  n u m b er  o f  o t h e r  t e s t s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  d e t e r ­
m i n e  t h e  p r e s e n c e  a n d  a c t i v i t y  o f  p l a n t  g r o w t h  r e g u l a t i n g  
s u b s t a n c e s .  W h i l e  s e v e r a l  b a s i c  t y p e s  o f  t e s t s  h a v e  b e e n  
e v o l v e d ,  a n d  a  n u m b e r  o f  v a r i a t i o n s  d e v e l o p e d  f o r  e a c h  
t y p e  t o  f i t  s p e c i a l  c i r c u m s t a n c e s  o r  i n  a n  a t t e m p t  t o  
s i m p l i f y  t h e  t e s t  p r o c e d u r e s ,  e a c h  o f  t h e s e  h a v e  d e a l t
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p r i m a r i l y  w i t h  t h e  r e s p o n s e  o f  p l a n t s  o r  p l a n t  p a r t s  t o  
a p p l i c a t i o n s  o f  s i n g l e  g r o w t h  s a b s t a n c e s .
F i e l d  t e s t i n g  o f  h e r b i c i d e s ,  a l t h o u g h  a  n e c e s s a r y  d e ­
v e l o p m e n t a l  s t e p ,  i s  c o s t l y  i n  t e r m s  o f  t i m e ,  e f f o r t ,  a n d  
s p a c e  i n v o l v e d .  F i e l d  u s e  o f  h e r b i c i d e s  f o r  v a r i o u s  c o n ­
t r o l  p r a c t i c e s  h a s  i n d i c a t e d  t h e  d e s i r a b i l i t y  o f  u s i n g  
m i x t u r e s  o f  v a r i o u s  m a t e r i a l s ,  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s ,  t o  
c o n t r o l  m ore  t h a n  o n e  s p e c i e s  o f  w e e d  o r  t o  i n c r e a s e  t h e  
c o n t r o l  o f  a  g i v e n  s p e c i e s .
A c o m b i n a t i o n  o f  t h e s e  tw o  f a c t o r s ,  c o u p l e d  w i t h  t h e  
e f f e c t i v e  u s e  o f  b i o - a s s a y  t e c h n i q u e s  f o r  d e t e r m i n a t i o n s  
o f  a c t i v i t y  o f  i n d i v i d u a l  h e r b i c i d e s  w h i c h  c a n  b e  r e l a t e d  
t o  t h e i r  f i e l d  a c t i v i t y ,  l e d  t o  t h e  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  
u s e  o f  t h e s e  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c ­
t i v i t y  o f  m i x t u r e s  o f  h e r b i c i d e s  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  D a t a  
o b t a i n e d  f r o m  s u c h  t e s t s  w o u l d  b e  i n d i c a t i v e  o f  t h e  f i e l d  
r e s p o n s e  o f  t h e  m a t e r i a l s  a n d  t h e r e b y  s h o r t e n  t h e  t i m e  a n d  
r e d u c e  t h e  e f f o r t  a n d  c o n s e q u e n t  e x p e n s e  i n  t h e  f i n a l  e v a l ­
u a t i o n  o f  m i x t u r e s  o f  h e r b i c i d e s  f o r  f i e l d  u s e a g e .  T h e s e  
c o n s i d e r a t i o n s  l e d  t o  a  s e a r c h  f o r  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  
o f  t h e  v a r i o u s  b i o - a s s a y  t e c h n i q u e s  a n d  t h e  e s t a b l i s h m e n t  
o f  t e s t s  t o  d e t e r m i n e  i t s  u s e f u l n e s s  a n d  r e l i a b i l i t y  i n  
p r o d u c i n g  t h e  d e s i r e d  i n f o r m a t i o n .
P l a n t  b i o - a s s a y s  b a s e d  o n  t h e  b e n d i n g  r e s p o n s e  o f  
p l a n t  p a r t s  f o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  g r o w t h  r e g u l a t o r s  
r e q u i r e  s p e c i a l  e q u i p m e n t  f o r  p r e w a r a t i o n  a n d  e l a b o r a t e
e q u i p m e n t  t o '  c o n t r o l  s u c h  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  a s  t e m p e r ­
a t u r e  a n d  h u m i d i t y  d u r i n g  t h e i r ,  e x e c u t i o n .
W h i l e  a s s a y s  b a s e d  on  t h e  e l o n g a t i o n  o f  e x c i s e d  p l a n t  
p a r t s  a r e  l e s s  d e m a n d i n g  a s  t o  s p e c i a l  e q u i p m e n t ,  t h e i r  
p r e p a r a t i o n  a n d  e x e c u t i o n  i s  f a r  f r o m  s i m p l e .
S i n c e  e l a b o r a t e l y  e q u i p p e d  p l a n t  p h y s i o l o g i c a l  l a b ­
o r a t o r i e s  a r e  s e l d o m  a v a i l a b l e  t o  t h o s e  c o n d u c t i n g  e x t e n ­
s i v e  f i e l d  t e s t s  w i t h  h e r b i c i d e s ,  a  m e t h o d  w a s  s o u g h t  
w h i c h  w o u l d  b e  a s  s i m p l e  a n d  a s  i n e x p e n s i v e  a s  p o s s i b l e  
a n d  y e t  y i e l d  t h e  i n f o r m a t i o n  d e s i r e d .
When v i e w e d  i n  t h i s  l i g h t ,  t h o s e  t e s t s  b a s e d  on t h e  
i n h i b i t i o n  o f  r o o t  g r o w t h  w e r e ,  b y  f a r ,  t h e  m o s t  p r o m i s ­
i n g .  H o w e v e r ,  m o s t  o f  t h e s e  t e s t s  i n v o l v e d  t h e  m u l t i p l e  
m e a s u r e m e n t  o f  t h e  y o u n g ,  t e n d e r  r o o t s ,  a n d / o r  t h e  g r o w t h  
o f  t h e  t e s t  p l a n t  i n  n u t r i e n t  s o l u t i o n .  » h i l e  e i t h e r  o f  
t h e s e  o p e r a t i o n s  w a s  r e l a t i v e l y  s i m p l e ,  i t  w as  f e l t  t h a t  
t h e y  w e r e  u n n e c e s s a r y  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  r e s u l t s  o f  B row n  
a n d  l l o l d e m a n ,  w h o ,  a f t e r  w o r k i n g  w i t h  a n u m b e r  o f  p l a n t s  a s  
r e p o r t e d  by o t h e r  w o r k e r s  u s i n g  r o o t  i n h i b i t i o n  t e s t s ,  f o u n d  
r i c e  t o  b e  an  e x c e l l e n t  a s s a y  p l a n t  ( 1 4 , 2 3 ) .  I n  a d d i t i o n  
t o  b e i n g  s e n s i t i v e  t o  a  w i d e  r a n g e  o f  h e r b i c i d e s ,  i t  h a d  
n o n e  o f  t h e  o b j e c t i o n a b l e  f e a t u r e s  o f  som e  o f  t h e  o t h e r  
. e s t  p l a n t s ,  i t s  p r i m a r y  r o o t  g r e w  e s s e n t i a l l y  f l a t  on  t h e  
f i l t e r  p a p e r ,  w i t h  l i t t l e  b e n d i n g  e v i d e n c e d  d u r i n g  t h e  
t e s t  p e r i o d .  S in c e -  u n g e r m i n a t e d  g r a i n  w as  u s e d  a n d  r o o t s  
w e r e  m e a s u r e d  o n l y  o n c e ,  a t  t h e  e n d  o f  t h e  t e s t  p e r i o d ,
t h e r e  w a s  n o  n e c e s s i t y  .for  m u l t i p l e  h a n d l i n g  o f  t h e  t e n ­
d e r  s e e d l i n g s  f o r  r e p l a n t i n g  o r  i n  m e a s u r i n g -  o r  m a r k i n g  
t h e  r o o t s .
I t  w a s  f o r  t h e s e  r e a s o n s ,  a s  w e l l  a s  t h e  f a c t  t h a t  
t h e  r i c e  a s s a y ,  y i e l d e d  r e s u l t s  f r o m  w h i c h  r e l a t i v e  f i e l d  
t r e a t m e n t  r a t e s  c o u l d  b e  p r e d i c t e d  t h a t  t h i s  p l a n t  w a s  
a d o p t e d  a s  t h e  a s s a y  o r g a n i s m  f o r  t h e s e  s t u d i e s .
a h i l e  t h e  p l a n t s  i n  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  g r o w n  i n  a n  i n ­
c u b a t o r  a t  a  f i x e d  t e m p e r a t u r e  t o  i n c r e a s e  t h e  a c c u r a c y  o f  
t h e  t e s t s ,  i t  h a s  b e e n  t h e  e x p e r i e n c e  o f  t h e  a u t h o r  t h a t  
r e a s o n a b l y  a c c u r a t e  r e s u l t s  c a n  b e  o b t a i n e d  w h e n  t h e  t e s t  
p l a n t s  a r e  g e r m i n a t e d  a n d  g r o w n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n d o o r s  
i n  t h e  s u m m e r ,  o r  i n  a  h e a t e d  r o o m  i n  w i n t e r  i f  t h e r e  a r e  
n o  d r a s t i c  d i u r n a l  f l u c t u a t i o n s  i n  t e m p e r a t u r e .
I t  w o u l d  b e  v e r y  d i f f i c u l t  t o  f u r t h e r  s i m p l i f y  t h e  
e q u i p m e n t ,  o t h e r  t h a n  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  i n c u b a t o r .
O t h e r  e q u i p m e n t  c o n s i s t s  o f  a  b a l a n c e ,  g r a d u a t e d  c y l i n d e r s ,  
P e t r i  d i s h e s ,  f i l t e r  p a p e r ,  a n d  a  m i l l i m e t e r  s c a l e  a s  e s s e n ­
t i a l ,  a n d  f o r c e p s  a n d  low m a g n i f i c a t i o n  a s  u s e f u l  o p t i o n a l  
e q u i p m e n t .  F u r t h e r ,  t h i s  m e t h o d  i s  v e r y  e c o n o m i c a l  o f  s p a c e  
b o t h  d u r i n g  p r e p a r a t i o n  o f  m a t e r i a l s  f o r  t e s t  a n d  i n  t h e  e x ­
e c u t i o n  o f  t h e  t e s t  i t s e l f ;  3 - 4  f e e t  o f  t a b l e  s p a c e  i s  s u f ­
f i c i e n t  w o r k  a r e a  a n d  a  s t a n d a r d  1 8  x  18  x  2 6  i n c h  I n c u b a t o r  
w i l l  a c c o m o d a t e  o v e r  1 0 0  i n d i v i d u a l ,  r e p l i c a t e d  t e s t s .
M e a s u r e m e n t s  w i t h i n  r e p l i c a t e s  f o r  i n d i v i d u a l  t e s t s  
may v a r y  a s  t o  t h e i r  e x t r e m e s  w i t h  t h e  a g e  o f  t h e  r i c e  u s e d ,
a s . ' w e l l  a s  w i t h  r i c e  o f  d i f f e r e n t  h a r v e s t  y e a r s .  H o w e v e r ,  
when, t r e a t m e n t s  a r e  c o n s i d e r e d  a s  p e r c e n t a g e s  o f  c o n t r o l s ,  
t h e  r e s u l t s  a r e  f o u n d  t o  h e  i n  v e r y  c l o s e  a g r e e m e n t .  The  
s t u d i e s  h e r e  r e p o r t e d  i n v o l v e d  a p p r o x i m a t e l y  1 5 , 0 0 0  i n d i v i d ­
u a l  l e n g t h  d e t e r m i n a t i o n s  a n d  w e r e  c o n d u c t e d  o v e r  a  p e r i o d  
o f  two y e a r s .  T h e  r i c e  u s e d  was f r o m  tw o  h a r v e s t s  w h i c h  
a c c o u n t s  f o r  t h e  s l i g h t  v a r i a t i o n s  f r o m  s c r e e n i n g  A o f  some 
o f  t h e  t r e a t e d  c o n t r o l s  i n  t h e  summ ary  t a b l e s .  When t e s t s  
o f  t h i s  n a t u r e  a r e  r u n  s i m u l t a n e o u s l y  o r  w i t h  a  s m a l l  t i m e  
i n t e r v a l ,  t h e s e  v a r i a t i o n s  a r e  n e g l i g i b l e ,  a n d  r e p r o d u c i b ­
i l i t y  o f  a  v e r y  h i g h  o r d e r  i s  o b t a i n e d .
Yft ii le  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  w e r e  n o t  s e t  up p r i m a r i l y  t o  
t e s t  s y n e r g i s t i c  r e a c t i o n s ,  t h e i r  p o s s i b l e  e x i s t e n c e  i s  
w o r t h y  o f  c o n s i d e r a t i o n  w h e r e  t h e  d a t a  p e r m i t .  When t h e  
c h e m i c a l s  u n d e r  t e s t  a r e  e x a m i n e d  t h e y  a r e  f o u n d  t o  f a l l ,  
l o o s e l y ,  i n t o  t h r e e  g r o u p s t  G r o u p  A, TCA a n d  d a l a p o n .  B o t h  
a r e  p r e d o m i n a t e l y  g r a s s  k i l l e r s  a n d ,  w h i l e  t h e y  a r e  b o t h  
t r a n s l o c a t e d  t o  a  c e r t a i n  e x t e n t ,  t h e y  a r e  n o t  g e n e r a l l y  
c l a s s e d  a s  h o r m o n e s ;  G ro u p  B,  m o n u r o n ,  d i u r o n ,  a n d  f e n u r o n  
a r e  d i f f e r e n t  f o r m u l a t i o n s  o f  u r e a  c o m p o u n d s ;  G r o u p  C ,  MH, 
2 , ^ - D ,  a n d  a m i t r o l  a r e  a l l  a c t i v e  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  
a r e  e a s i l y  t r a n s l o c a t e d  h o r m o n e  m a t e r i a l s .
A l t h o u g h  i n  t h e  i n i t i a l  s c r e e n i n g s  f o r  A t h e  c o n c e n t r a ­
t i o n s  u s e d  w e r e  h i g h  e n o u g h ,  e s s e n t i a l l y ,  t o  c u r t a i l  g e r m i n a  
t i o n ,  o n l y  w i t h  tw o  o f  t h e  e i g h t  c h e m i c a l s ,  a m i t r o l  a n d  
d a l a p o n , was  t h i s  a c t u a l l y  a c c o m p l i s h e d .  T h e s e  d a t a  i n d i c a t
t h a t  t h e  r a t e  n e c e s s a r y  t o  c u r t a i l  g e r m i n a t i o n ■t o  any- d e g r e e  
i s  a l w a y s  m o r e  t h a n  t w i c e  a s  h i g h  a s  A f o r  a  p a r t i c u l a r  
m a t e r i a l .  I n  t h e  l i g h t  o f  t h e s e  d a t a  'and c o n c e n t r a t i o n -  
i n h i b i t i o n  c u r v e s  f r o m  o t h e r ,  l i k e  s t u d i e s ,  i t  i s  s o m e w h a t  . 
q u e s t i o n a b l e  w h e t h e r , b y  s t r i c t  d e f i n i t i o n ,  t h e  t e r m  s y n ­
e r g i s m  i s  a p p l i c a b l e  t o  r e a c t i o n s  s u c h  a s  t h o s e  o b t a i n e d  
w i t h  t h e  c o m b i n a t i o n s  o f  t h e s e  v a r i o u s  t y p e s  o f  m a t e r i a l s .
Vtfhen t h e  r e a c t i o n s  o f  m i x t u r e s  o f  t h e  c h e m i c a l s  a r e  
c o n s i d e r e d ,  a g a i n  u n d e r  t h e  s t r i c t  d e f i n i t i o n  o f  t h e  t e r m ,  
n o  e v i d e n c e  o f  s y n e r g i s t i c  a c t i v i t y  i s  f o u n d ,  i n  f a c t ,  d u e  
t o  t h e  l i m i t a t i o n s  i m p o s e d  b y  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n ,  h a d  
s u c h  a c t i v i t y  e x i s t e d ,  i t  c o u l d  s c a r c e l y  h a v e  b e e n  d e t e c t e d .
I f  r e l a t i v e  a c t i v i t i e s  o f  m i x t u r e s ,  a s  i n d i c a t e d  b y  
. F i g u r e  1 a r e  a l s o  d i v i d e d  i n t o  t h i r d s ,  t h e  m o s t  a c t i v e  g r o u p  
i s  f o u n d  t o  b e  c o m p o s e d  e n t i r e l y  o f  m i x t u r e s  o f  G r o u p  A c h e m ­
i c a l s  a n d  o t h e r s ,  p r e d o m i n a t e l y  t h o s e  f r o m  G r o u p  B .  T h e  
l e a s t  a c t i v e  m i x t u r e s  a r e  t h o s e  c o m p o s e d ,  e s s e n t i a l l y  o f  m i x ­
t u r e s  o f  e i t h e r  G r o u p  C + G r o u p  C m a t e r i a l s  o r  G r o u p  G +
G r  o up B c omb i n a  t i  o n  s .
T h e  f a c t  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  t w o  c h e m i c a l s  i n  
G r o u p  A f a l l  w e l l  w i t h i n  t h e  f i r s t  o n e - t l i i r d  w h e n  a c t i v i t y  
i s  c o n s i d e r e d ,  a n d  t h a t  a l l  o f  t h e  G r o u p  C + G r o u p  C com ­
b i n a t i o n s  a r e  i n  t h e  l o w e s t  o n e - t h i r d ,  w i t h  tw o  o f  t h e s e  
c o m b i n a t i o n s  r e s u l t i n g  i n  a  l o w e r  o r d e r  o f  a c t i v i t y  t h a n  
t h e i r  r e s p e c t i v e  a ,  i s  p e r h a p s ,  i n d i c a t i v e  o f  a n  a n t a g o n i s t i c
r e a c t i o n  w i t h i n  G r o u p  C m a t e r i a l s .  A t  l e a s t  o n e  o f  t h e s e  
i n d i c a t i o n s ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  2 , 4 - D  + a m i t r o l  c o m b i n a ­
t i o n ,  i s  b o r n e  o u t  b y  t h e  r e c o m m e n d a t i o n s  of-  t h e  m a n u f a c ­
t u r e r s  o f  o n e  o f  t h e  m a t e r i a l s  t h a t  t h e y  n o t  b e  u s e d  i n  
c o m b i n a t i o n .
SUMMARY
T h e  t r e n d  t o w a r d  i n c r e a s e d  u s e  o f  m i x t u r e s  o f  h e r b i ­
c i d e s  f o r  f i e l d  w e e d  c o n t r o l  i n d i c a t e s  t h e  v a l u e  o f  e a r l y  
s c r e e n i n g  d a t a  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  c o m b i n a t i o n s  o f  m a t e ­
r i a l s .  B i o a s s a y s  h a v e  b e e n  u s e d  s u c c e s s f u l l y  f o r  o b t a i n i n g  
i n f o r m a t i o n  o f  t h i s  t y p e .
An a d a p t i o n  o f  t h e  r o o t  i n h i b i t i o n  b i o a s s a y  f o r  p l a n t  
g r o w t h  r e g u l a t i n g  s u b s t a n c e s  w a s  t e s t e d  f o r  u s e  i n  d e t e r ­
m i n i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  25 m i x t u r e s  o f  8 h e r b i c i d e s .  T h i s  
b i o a s s a y  t e c h n i q u e  w a s  f o u n d  t o  b e  e c o n o m i c a l  o f  t i m e ,  
s p a c e ,  a n d  e q u i p m e n t ,  a n d  t o  y i e l d  d a t a  o f  a  h i g h  o r d e r  o f  
r e p r o d u c i b i l i t y .
T h e  r e s u l t s  o f  c e r t a i n  o f  t h e  t e s t s  i n d i c a t e  t h e  
p o s s i b i l i t y  o f  a n t a g o n i s t i c  a c t i v i t y  i n  som e  o f  t h e  c o m b i n ­
a t i o n s .
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